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雷公藤甲素对粘虫中肠消化酶及其组织结构的影响
α
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　　[摘　要 ]　测试雷公藤甲素对粘虫中肠消化酶活性的影响,并对中毒试虫的中肠组织结构进行显微观察。结

果表明,处理试虫脂肪酶活性在痉挛期和麻痹期分别下降 26. 0%和 39. 1% ,达极显著水平; 淀粉酶、蛋白酶活性在

各个时期的变化均不显著; 中肠细胞变厚且混乱变形,组织许多部位呈消融状,肠壁细胞层排列不规则,柱状细胞

与杯状细胞排列不整齐,并有纵肌、微绒毛脱落现象。
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　　雷公藤 (T rip tery g ium w ilf ord ii Hook)是我国

一种传统的杀虫植物,笔者等对其特异性杀虫作用

进行了大量的研究,并取得了很大的进展[1～ 3 ]。雷公

藤甲素是采用生物活性追踪的方法,从杀虫植物雷

公藤根皮中提取出来的二萜内酯杀虫活性物质,并

首次发现其具有触杀作用。试虫中毒后,先表现为

兴奋,随之剧烈痉挛、扭动,并伴随失水,最后麻痹死

亡。根据其中毒症状,推测该化合物为一种特殊的神

经毒剂,同时也可能作用于消化系统。本研究从中肠

消化酶和中肠组织结构两个方面对雷公藤甲素的触

杀作用机理进行了初步研究,旨在为生物合理设计、

创制新型的杀虫剂提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　供试昆虫

　　粘虫 (M y th im na sep a ra ta )为室内人工饲养的

种群,挑选蜕皮后的 5龄幼虫供试。

1. 2　供试药剂

从雷公藤根皮中分离得到的无色针状结晶,经

福建省医学科学研究所鉴定为雷公藤甲素,纯度达

95%以上。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　试虫处理　取 5龄中期粘虫幼虫,分对照组

(CK)和处理组 (TR ) ,处理组每头点滴 0. 904 ΛL 的

10 göL 雷公藤甲素丙酮液, 对照点滴等量的丙酮。

试虫出现兴奋期、痉挛期、麻痹期时,从中挑选出不

同时期的试虫备用。

1. 3. 2　酶液制备　取处理组兴奋期、痉挛期、麻痹

期和对照组试虫各 20 头, 于冰柜中切取试虫中段

(第 1对胸足和第 3对腹足之间) ,在滤纸上小心用

镊子拉出中肠,用剪刀纵向剖开,在生理盐水中洗去

肠内食物并匀浆,每条中肠加入体积分数 20%的甘

油 1 mL ,并于冰箱中 850× g 下离心 20 m in,取上

清液备用。

1. 3. 3　消化酶活性测定　蛋白质含量测定参照张

翔龙[4 ]等方法,蛋白酶活性测定参照沙槎云等[5 ]的

方法,淀粉酶活性测定参照施特尔马赫[6 ]的方法,脂

肪酶活性测定参照刘维德等[7 ]的方法。

1. 3. 4　试虫中肠半薄切片制作观察　取对照和兴

奋、痉挛、麻痹 3个时期的试虫在水浴中解剖出的中

肠, 用 7 göL 的生理盐水漂洗出食物残渣, 展开铺

平,在体积分数 4%的戊二醛中低温条件下固定后,

切成大约 1 mm 边长的小块。缓冲液清洗干净后,用

体积分数 1%的锇酸固定,再用缓冲液将锇酸冲洗

干净, 在体积分数为 10% , 30% , 50% , 70% , 80% ,

90% , 100%的丙酮液中逐级脱水, 每级脱水各 20

m in, 然后渗透和包埋 (包埋剂体积比: IPON 2812∶

DD SA ∶NM A∶DM P 30 = 9. 5∶4. 8∶5. 6∶0. 3)。

分别在 35, 45, 60 ℃下各聚合 1 d, 半薄切片、染色

后,在光学显微镜下观察并照相。

2　结果与分析

2. 1　对中肠淀粉酶活性的影响

　　试虫用雷公藤甲素点滴处理后,不同时期体内
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中肠淀粉酶活性的测定结果 (表 1)表明, 雷公藤甲

素作用于粘虫后,中肠淀粉酶在兴奋期升高13. 4% ,

在痉挛期和麻痹期分别下降 30. 8% , 39. 8%。经方

差分析, F = 2. 626< F 0. 05= 4. 07,未达到显著水平。

表 1　雷公藤甲素对粘虫中肠淀粉酶活性的影响

T able 1　Effect of trip to lide on the m idgu t am ylase activity of M y th inm a sep ara ta (W alker)

处理
T reatm en t

样品中
蛋白质含量ö

(g·L - 1)
T he p ro tein levl

OD 值差
T he difference of abso rp tion coefficien t

É Ê Ë 平均
A verage

比活力ö
(m g·m g- 1·

m in- 1)
T he activity of

am ylase

抑制率ö%
Inh ib it ion

ratio

对照
Contro l 0. 249 0. 35 0. 31 0. 39 0. 350 1. 671 —

兴奋
Excitation

0. 244 0. 39 0. 29 0. 48 0. 387 1. 899 13. 43

痉挛
Spasm

0. 228 0. 27 0. 34 0. 32 0. 313 1. 616 30. 8

瘫痪
Paralysis

0. 261 0. 22 0. 24 0. 31 0. 257 1. 185 39. 8

　　注:回归方程: y = - 0. 001 2+ 0. 421 7x ( r= 0. 999 8)。

N o te: T he regression equation is: y = - 0. 001 2+ 0. 421 7x ( r= 0. 999 8).

2. 2　对中肠脂肪酶活性的影响

雷公藤甲素点滴处理后,试虫中肠脂肪酶活性

的变化见表 2。从表 2可以看出,试虫中毒后,与对

照相比在兴奋期脂肪酶的活性下降 7. 33% ,在痉挛

和麻痹期分别下降 26. 0% , 39. 1%。

方差分析表明,在痉挛和麻痹期脂肪酶活性差

异与对照相比均达到极显著水平,而兴奋期与对照

则处与同一水平。

表 2　雷公藤甲素对粘虫中肠脂肪酶活性的抑制效果

T able 2　 Inb ih it ion effect of trp to lide on the m idgu t lipase activity of M y th im na sep ara ta (W alker)

　　处理
T reatm en t

比活力ö
(Λmo l·m g- 1·m in- 1)
T he activity of lipase

抑制率ö%
Inh ib it ion ratio

差异显著性
T he sign ificance of difference

5% 1%

对照 Contro l 0. 0148±0. 0031 — a A

兴奋 Excitation 0. 01375±0. 0026 7. 3 a A

痉挛 Spasm 0. 01096±0. 0028 26. 0 b B

麻痹 Paralysis 0. 009±0. 0014 29. 1 c C

2. 3　对试虫中肠蛋白酶活性的影响

试虫经雷公藤甲素点滴处理后,不同时期内蛋

白酶活性的测定结果见表 3。由表 3可以看出,雷公

藤甲素作用于粘虫后,无论是兴奋期,还是痉挛期和

麻痹期,中肠蛋白酶的活性均比对照试虫有所降低,

但方差分析结果表明,其差异均未达到显著水平。

表 3　雷公藤甲素对粘虫中肠蛋白酶活力的影响

T able 3　Effect of trip to lide on m idgu t p ro tease of M y th im na sep ara ta (W alker)

处理
T reatm en t

样品中
蛋白质含量ö

(g·L - 1)
T he p ro tein levl

OD 值差
T he difference of abso rp tion coefficien t

É Ê Ë 平均
A verage

比活力ö
(Λg·m g- 1·

m in- 1)
T he activity
of p ro tease

抑制率ö%
Inh ib it ion

ratio

对照
Contro l

1. 923 0. 016 0. 020 0. 012 0. 016 0. 157 2 —

兴奋
Excitation

1. 222 0. 016 0. 012 0. 011 0. 013 0. 157 6 - 0. 3

痉挛
Spasm

1. 699 0. 010 0. 013 0. 015 0. 012 0. 110 1 29. 9

麻痹
Paralysis

1. 767 0. 011 0. 012 0. 011 0. 011 0. 084 3 46. 4

　　注:回归方程 y = 0. 007 6+ 0. 0017 4x ( r= 0. 932)。

N o te: T he regression equation is: y = 0. 007 6+ 0. 001 7x ( r= 0. 093 2).

2. 4　中肠组织切片观察

显微观察发现,对照组试虫中肠细胞排列整齐,

微绒毛完整有序 (图版21) ; 兴奋期试虫中毒后中肠

细胞逐步变厚且变形,微绒毛脱落 (图版22) ; 痉挛期

试虫中肠组织模糊不清,并且膨胀加厚,肠壁细胞层排

列不规则,许多部位已呈消融状 (图版23) ;麻痹期中试虫
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肠组织坏死,微绒毛、纵肌几乎完全脱落 (图版24)。

图 1　雷公藤甲素中毒后粘虫五龄幼虫中肠组织变化情况

1. 对照 ×400; 2. 兴奋期 ×400; 3. 痉挛期 ×400; 4. 瘫痪期 ×400

(V C. 中肠细胞; lm. 纵肌; cm. 环肌; f. 微绒毛)

F ig. 1　The patho logical changes of the m idgut tissue of the 5th instars larvae of M y th im na sep ara ta (W alker) after being treated by trip to lide

1. Con tro l×400; 2. T he period of excitation ×400; 3. T he period of spasm ×400; 4. T he period of paralysis ×400;

(V C. m idgu tcells; lm. verticalm uscle; cm. ring m uscle; f. m icrovilli)

　　观察结果表明,雷公藤甲素对粘虫消化道的破

坏作用很大,是引起昆虫死亡的原因之一。这种作用

可能是药剂对神经系统影响的后果之一,也可能是

药剂与受体结合,导致细胞膜的构象发生变化,位于

细胞膜上的离子通道或质子泵被破坏 ,细胞膜对离

子的通透性发生改变,渗透压的平衡被打破,细胞膨

胀、穿孔扩大,最终细胞瓦解。

3　讨　论

雷公藤甲素是作者通过系统的生物活性追踪方

法,从雷公藤根皮中首次分离出的具有杀虫活性的

二萜内酯活性物质,它具有触杀、胃毒、拒食等作用

方式。点滴处理后,试虫首先表现为兴奋,继而痉挛、

麻痹,甚至死亡,并伴有直肠或围食膜拉出。因此,可

初步认为,雷公藤甲素的作用机理是引起神经中毒,

同时对消化系统有破坏作用。

1)中肠消化酶可能不是雷公藤甲素的作用靶

标。本研究结果表明,处理试虫的脂肪酶在兴奋期与

对照无差异, 痉挛期和麻痹期分别下降 26%和

39. 1% ,差异达到极显著水平;而淀粉酶和蛋白酶在

个各时期虽有所差异,但经方差分析均未达到显著

水平。由于淀粉酶和蛋白酶是昆虫体内最重要的两

个消化酶,而脂肪酶并不是主要的消化酶,其活性下

降较大可能是由于其分泌量很少,且本身活性不高。

因此,雷公藤甲素对中肠消化酶没有显著的影响,消

化酶活性的略微降低或升高不是造成昆虫死亡的原

因。

昆虫中肠的主要功能是消化和吸收。昆虫取食

后,食物经过一定的咀嚼进入中肠。在中肠中有各种

不同的消化酶,各种消化酶协同作用,如内肽酶将蛋

白质分解为多肽,然后在外肽酶的作用下分解为小

肽和氨基酸,再通过中肠细胞吸收[8 ]。消化酶的活性

与取食状态有关,当饥饿时,酶活性下降,饥饿后再

取食时,酶的活性常常下降[9 ] ,这与本试验的结果基

本一致。昆虫取食后,食物及其他代谢物直接刺激中

肠细胞而诱导酶的分泌,这种调节作用受到神经和

激素的调控。昆虫的伸展感受器接受前肠的膨胀刺

激后,即能刺激额神经节,再传到大脑影响前肠释放

出一种控制分泌的激素。粘虫消化酶的活性变化与

肠壁细胞酶的合成及分泌有关[9 ]。雷公藤甲素对消
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化酶活性的抑制都在 50%以下,所以雷公藤甲素对

消化酶的作用不可能是直接的抑制合成[10 ]。酶的分

泌是一种胞吐作用,酶存在于小囊泡中,小囊泡迁移

到细胞微绒毛,囊泡膜与微绒毛膜融合,酶被释放出

去[11 ]。另外,由于肠壁细胞膜的损伤,大量细胞内液

及血淋巴进入肠腔对消化酶起到稀释作用,这也是

酶活性下降的原因之一。至于脂肪酶活性下降较多

的原因,除了上述原因之外,是否由于雷公藤甲素本

身是一种多元酯,对脂肪酶的活性有反馈抑制作用。

而淀粉酶、蛋白酶下降较多的原因可能是由于试虫

本身的饥饿状态,而与药剂无关[9 ]。

2)雷公藤甲素对中肠肠壁组织的破坏可能是引

起昆虫死亡的原因之一。中肠组织的显微结构观察

发现,中肠组织模糊不清,整个组织膨胀加厚,许多

部位呈消融状,组织坏死,柱状和杯状细胞排列不整

齐,并有纵肌和微绒毛脱落,这说明雷公藤甲素对昆

虫消化道有破坏作用。这种破坏作用与川楝对中肠

的作用相似[12 ] , 可能是药剂对神经系统的影响, 也

可能是药剂与受体结合,导致细胞膜的构象发生变

化,位于细胞膜上的离子通道或质子泵被破坏,细胞

膜对离子的通透性发生改变,渗透压的平衡被破坏,

细胞膨胀,穿孔扩大,最终细胞瓦解。加之取食量减

少,导致麻痹死亡。

雷公藤除对消化道有破坏作用外,很有可能对

神经系统有影响。因此,需对神经系统的作用机理进

一步研究。中肠组织的破坏是否为神经系统受到影

响的后果之一,尚需继续探讨。
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Effects of t r ip to lide on the m idgu t t issue and the d igest ive enzym e

act ivit ies of M y th im na sep a ra ta (W alker) la rvae

L UO D u-q iang, QIN J ian -chong, ZHANG X ing
(B iora tiona l P esticd es R esearch and S erv ice Cen ter,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F oresry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T rip to lide iso la ted fo rm the roo t bark of the p lan t T rip tery g ium w ilf ord ii Hook is a in sect ici2
dal compound. T he effects of t rip to lide on the m idgu t t issue and digest ive enzym e act ivit ies of M y th im n sep 2
a ra ta la rvae w ere determ ined by m ean s of m icro scopy and b iochem ical analysis. It w as ob served that the

m idgu t t issue of po isoned larvae exh ib ited dist inct patho logica l changes. T he resu lts of b iochem ical analy2
sis show ed that the act ivit ies of p ro tease, am ylase of po isoned larval m idgu t had no sign if ican t changes

compared w ith tho se of the no rm al larval m idgu t. It is thu s suggested that t rip to lide m igh t act on the

m idgu t t issu s.

Key words: t rip to lide; m idgu t d igest ive enzym es; m icro stu rctu re;M y th im na sep a ra ta (W alaker)
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